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CCL20  CC chemokine ligand 20 
CCR6  CC chemokine receptor 6 
CREB  cAMP response element binding protein 
dsRNA  double-stranded RNA 
ERK  extracellular signal-regulated kinase 
MAPK  mitogen-activated protein kinase 
MEK  MAP kinase kinase 
MSK1  mitogen-and stress-activated protein kinase 1 
NHBEs  normal human bronchial epithelial cells 
p90RSK  p90 ribosome S6 protein kinase 
poly (I:C)  polyinosinic : polycytidylic acid 
SNP  single nucleotide polymorphism 





第 1章 序章 
 
1．気道炎症性疾患の疾患概念 


























































好中球，Th1 細胞，Tc1 細胞に作用する．これらの炎症細胞が MMP9 といっ
たプロテアーゼを放出し，粘液過分泌や気腫化を引き起こす 2)．近年，炎症性







である 10)．IL-17 (=IL17A)，IL-17B，IL-17C，IL-17D，IL-17E (=IL-25)，IL-17F
の 6 つのサイトカインから構成され，IL-17F は IL-17A に対して約 50％と最
も高い相同性を持つ 11)．IL-17A と同様に，IL-17F のレセプターは IL-17RA
と IL-17RC のヘテロ二量体であり，IL-17RA は IL-17A との親和性が高く，
IL-17RCは IL-17Fとの親和性が高い 12)．またこれらのレセプターには多数の
スプライスアイソフォームが存在する 13)．IL-17RAと IL-17RCは組織中の局





ドメインを介して IL-17RAと Act1が会合し，Act1の TRAF6結合ドメインに
TRAF6 が会合する 14)．下流では，Raf1-MEK1/2-ERK1/2-p90RSK-CREB お

















の分布は健常人と有意に異なっており 22)，対立遺伝子 C をヘテロで有するア
トピー性喘息患者 (7488TC) は初診時の 1秒率が有意に高かった．このことか




抑制されなかった 26)．さらに，喘息患者由来の気道上皮細胞での IL-17A と







 IL-32はこれまで IL-18刺激 NK細胞由来のサイトカイン NK-4として報告














て報告されており，IL-32の SNP (rs12934561) は急性肺障害の発症や長期的






唆された 9)．また，上皮由来の IL-32が influenza virus AやMycobacterium 















2. COPD ガイドライン第 4 版作成委員会．COPD 診断と治療のためのガイド
ライン第 4版．メディカルレビュー社．2013 
3. Ito K, Herbert C, Siegle JS, et al. Steroid-resistant neutrophilic 
inflammation in a mouse model of an acute exacerbation of asthma. Am J 
Respir Cell Mol Biol. 2008; 39(5): 543-50.  
4. in't Veen JC, Smits HH, Hiemstra PS et al. Lung function and sputum 
characteristics of patients with severe asthma during an induced 
exacerbation by double-blind steroid withdrawal. Am J Respir Crit Care 
Med. 1999; 160: 93-9. 
5. Zhao Y, Yang J, Gao YD, et al. Th17 Immunity in Patients with Allergic 
Asthma. Int Arch Allergy Immunol. 2010; 151: 297-307.  
6. Ishigame H, Kakuta S, Nagai T, et al. Differential roles of 
interleukin-17A and -17F in host defense against mucoepithelial bacterial 
infection and allergic responses. Immunity. 2009; 30: 108-19.  
7. Meyer N, Zimmermann M, Bürgler S, et al. IL-32 is expressed by human 
 12 
 
primary keratinocytes and modulates keratinocyte apoptosis in atopic 
dermatitis. J Allergy Clin Immunol. 2010; 125: 858-65. 
8. Calabrese F, Baraldo S, Bazzan E, et al. IL-32, a novel proinflammatory 
cytokine in chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care 
Med. 2008; 178: 894-901. 
9. Kudo M, Ogawa E, Kinose D, et al. Oxidative stress induced 
interleukin-32 mRNA expression in human bronchial epithelial cells. 
Respir Res. 2012; 13: 19. 
10. Kawaguchi M, Onuchic LF, Li XD, et al. Identification of a novel 
cytokine, ML-1, and its expression in subjects with asthma. J Immunol. 
2001; 167: 4430-5. 
11. Pappu R, Ramirez-Carrozzi V, Sambandam A. The interleukin-17 
cytokine family: critical players in host defence and inflammatory diseases. 
Immunology. 2011; 134: 8-16.  
12. Zhang X, Angkasekwinai P, Dong C, et al. Structure and function of 
interleukin-17 family cytokines. Protein Cell. 2011; 2: 26-40.  
13. Haudenschild D, Moseley T, Rose L, et al. Soluble and transmembrane 
isoforms of novel interleukin-17 receptor-like protein by RNA splicing and 
 13 
 
expression in prostate cancer. J Biol Chem. 2002; 277: 4309-16.  
14. Yang XO, Chang SH, Park H, et al. Regulation of inflammatory 
responses by IL-17F. J Exp Med. 2008; 205: 1063-75. 
15. Kawaguchi M, Kokubu F, Huang SK, et al. The IL-17F signaling 
pathway is involved in the induction of IFN-gamma-inducible protein 10 in 
bronchial epithelial cells. J Allergy Clin Immunol. 2007; 119: 1408-14. 
16. Kawaguchi M, Fujita J, Kokubu F, et al. IL-17F-induced IL-11 release 
in bronchial epithelial cells via MSK1-CREB pathway. Am J Physiol Lung 
Cell Mol Physiol. 2009; 296: L804-10. 
17. Al-Ramli W, Préfontaine D, Chouiali F, et al. T(H)17-associated 
cytokines (IL-17A and IL-17F) in severe asthma. J Allergy Clin Immunol. 
2009; 123: 1185-7.  
18. Kawaguchi M, Onuchic LF, Huang SK. Activation of extracellular 
signal-regulated kinase (ERK)1/2, but not p38 and c-Jun N-terminal kinase, 
is involved in signaling of a novel cytokine, ML-1. J Biol Chem. 2002; 277: 
15229-32. 
19. Kawaguchi M, Kokubu F, Matsukura S, et al. C-X-C chemokines, 
growth-related oncogene alpha expression, and epithelial cell-derived 
 14 
 
neutrophil-activating protein-78 by ML-1 (interleukin-17F) involves 
activation of Raf1-mitogen-activated protein kinase kinase-extracellular 
signal-regulated kinase 1/2 pathway. J Pharmacol Exp Ther. 2003; 307: 
1213-20. 
20. Hurst SD, Muchamuel T, Gorman DM, et al. New IL-17 family members 
promote Th1 or Th2 responses in the lung: in vivo function of the novel 
cytokine IL-25. J Immunol. 2002; 169: 443-53. 
21. Oda N, Canelos PB, Essayan DM, et al. Interleukin-17F induces 
pulmonary neutrophilia and amplifies antigen-induced allergic response. 
Am J Respir Crit Care Med. 2005; 171: 12-8. 
22. Kawaguchi M, Takahashi D, Hizawa N, et al. IL-17F sequence variant 
(His161Arg) is associated with protection against asthma and antagonizes 
wild-type IL-17F activity. J Allergy Clin Immunol. 2006; 117: 795-801.  
23. Hizawa N, Kawaguchi M, Huang SK, et al. Role of interleukin-17F in 
chronic inflammatory and allergic lung disease. Clin Exp Allergy. 2006; 36: 
1109-14. 
24. Pène J, Chevalier S, Preisser L, et al. Chronically inflamed human 
tissues are infiltrated by highly differentiated Th17 lymphocytes. J 
 15 
 
Immunol. 2008; 180: 7423-30. 
25. Wong CK, Lun SW, Ko FW, et al. Activation of peripheral Th17 
lymphocytes in patients with asthma. Immunol Invest. 2009; 38: 652-64. 
26. McKinley L, Alcorn JF, Peterson A, et al. TH17 cells mediate 
steroid-resistant airway inflammation and airway hyperresponsiveness in 
mice. J Immunol. 2008; 181: 4089-97. 
27. Vazquez-Tello A, Semlali A, Chakir J, et al. Induction of glucocorticoid 
receptor-beta expression in epithelial cells of asthmatic airways by T-helper 
type 17 cytokines. Clin Exp Allergy. 2010; 40: 1312-22.  
28. Dahl CA, Schall RP, He HL, et al. Identification of a novel gene 
expressed in activated natural killer cells and T cells. J Immunol. 1992; 
148: 597-603. 
29. Kim SH, Han SY, Azam T, et al. Interleukin-32: a cytokine and inducer 
of TNFalpha. Immunity. 2005; 22: 131-42. 
30. Kempuraj D, Conti P, Vasiadi M, et al. IL-32 is increased along with 
tryptase in lesional psoriatic skin and is up-regulated by substance P in 
human mast cells. Eur J Dermatol. 2010; 20: 865-7. 
31. Ko NY, Mun SH, Lee SH, et al. Interleukin-32α production is regulated 
 16 
 
by MyD88-dependent and independent pathways in IL-1β-stimulated 
human alveolar epithelial cells. Immunobiology. 2011; 216: 32-40. 
32. Nakayama M, Niki Y, Kawasaki T, et al. Enhanced susceptibility to 
lipopolysaccharide-induced arthritis and endotoxin shock in interleukin-32 
alpha transgenic mice through induction of tumor necrosis factor alpha. 
Arthritis Res Ther. 2012; 14: R120. 
33. Netea MG, Azam T, Ferwerda G, et al. IL-32 synergizes with nucleotide 
oligomerization domain (NOD) 1 and NOD2 ligands for IL-1beta and IL-6 
production through a caspase 1-dependent mechanism. Proc Natl Acad Sci 
U S A. 2005; 102: 16309-14. 
34. Goda C, Kanaji T, Kanaji S, et al. Involvement of IL-32 in 
activation-induced cell death in T cells. Int Immunol. 2006; 18: 233-40. 
35. Shioya M, Nishida A, Yagi Y, et al. Epithelial overexpression of 
interleukin-32alpha in inflammatory bowel disease. Clin Exp Immunol. 
2007; 149: 480-6. 
36. Choi JD, Bae SY, Hong JW, et al. Identification of the most active 
interleukin-32 isoform. Immunology. 2009; 126: 535-42. 
37. Arcaroli JJ, Liu N, Yi N, et al. Association between IL-32 genotypes and 
 17 
 
outcome in infection-associated acute lung injury. Crit Care. 2011; 15: R138. 
38. Meyer N, Christoph J, Makrinioti H, et al. Inhibition of angiogenesis by 
IL-32: possible role in asthma. J Allergy Clin Immunol. 2012; 129: 964-73. 
39. Li W, Liu Y, Mukhtar MM, et al. Activation of interleukin-32 
pro-inflammatory pathway in response to influenza A virus infection. PLoS 
One. 2008; 3: e1985. 
40. Bai X, Kim SH, Azam T, et al. IL-32 is a host protective cytokine against 
Mycobacterium tuberculosis in differentiated THP-1 human macrophages. 
J Immunol. 2010; 184: 3830-40. 
41. Bai X, Ovrutsky AR, Kartalija M, et al. IL-32 expression in the airway 
epithelial cells of patients with Mycobacterium avium complex lung disease. 











される 1)2)3)．喘息患者の BALFで CCL20濃度が著明に上昇していることから
気道炎症の病態に関係していると考えられる 4)．CCL20/CCR6システムが気道
抵抗の増大，気道好酸球増加，IL-5 と IgE 産生といったアレルギー性気道応
答に重要な役割をもつという報告もある 5)．さらに，最近の研究では Th17 細
胞が主に CCR6 を発現すると報告されており 6)，CCL20 が CCR6 を通して気
道炎症の場に Th17 細胞を遊走させることが示唆される．しかし，気道炎症に








 ヒト気道上皮細胞株  (BEAS-2B) と正常ヒト気道上皮細胞  (NHBEs) 
(Lonza，Walkersville，MD) の 2種類の細胞を使用した．BEAS-2Bは Hanks’ 






10ng/ml または 100ng/ml の IL17F (R&D Systems，Minneapolis，MN) で
1×106 BEAS-2Bを 4時間刺激し，RNeasy (Qiagen，Chatsworth，CA) を使
用して Total RNAを抽出した．cDNA synthesis kit (TOYOBO，Tokyo，Japan)
を使用して 500ngのTotal RNAから cDNAを合成した．SYBR Green PCR kit 
(Applied Biosystem，Tokyo，Japan)，プライマー，ABI 7700 thermal cycler








ータはコントロールと比較して fold induction として示した．結果は
mean±SEM (標準誤差) (n=6) で表記した． 
 
CCL20タンパク発現解析 
 10ng/ml または 100ng/ml の IL17F で BEAS-2B と NHBEs を 2，6，12，
24，48時間刺激し，培地から細胞上清を回収した．また，100ng/mlの IL17A，
IL17E (IL25) (R&D systems) でBEAS-2Bを24時間刺激し同様に細胞上清を
回収した．細胞上清中の CCL20タンパク量は CCL20 ELISA kit (Biosource，
Camarillo，CA)で測定した．結果はmean±SEM (n=6) で表記した． 
 
各種阻害剤による CCL20 発現の抑制効果 
 Raf1-MEK1/2-ERK1/2-MSK1 経路との関与を調べるため， IL17F 
(100ng/ml) 刺激 1時間前に以下の阻害剤で BEAS-2Bを前処理した．MEK1/2
阻害剤の PD98059 (Calbiochem，La Jolla，CA)，U0126 (New England Bio 
Labs，Beverly，MA)，Raf1 kinase inhibitor I (Calbiochem)，JNK阻害剤の
SP600125 (Calbiochem)，MSK1阻害剤の H89，Ro318220 (Calbiochem)，そ
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して vehicle control に DMSO (Me2SO) を使用した．IL-17F刺激後 24時間
培養し，上清を回収．上清中の CCL20タンパク量は CCL20 ELISA kit で測
定した．結果はmean±SEM (n=6) で表記した． 
 
Raf1，Ras dominant negative vectorの過剰発現 
BEAS-2Bを 100mm プレートで培養し，Effectene Reagent (Qiagen) を使用
してプラスミドベクターpCMV-RafS621A (dominant negative mutant of 
Raf-1) (Clontech，Palo Alto，CA，USA)，pCMV-RasN17 (dominant negative 
mutant of Ras) (Clontech)および control vector (Clontech) を添付文書に従っ
て移入した．プラスミドは Quiagen plasmid DNA preparation kit を使用して
精製した．細胞は 500μg/ml の Geneticin (G418；Gibco/BRL) で選択し，6ウ
ェルプレートで培養した．細胞がサブコンフルエントの状態で，100ng/ml の
IL-17F で 24 時間刺激し上清を回収した．上清中の CCL20 タンパク量は
CCL20 ELISA kitで測定した．結果はmean±SEM (n=6) で表記した． 
 
p90RSK，MSK1，CREBの siRNAによるノックダウン 














BEAS-2B を 10ng/ml，100ng/ml の IL-17F で刺激し，CCL20 遺伝子の発
現を real-time PCR で分析した．IL-17F はコントロールと比較して用量依存
的に CCL20 遺伝子発現を誘導した (図 2-1A)．また，IL-17F 刺激後 2 時間で
は上清から CCL20 タンパクは検出されなかったが，6 時間の時点で弱く検出
され，24時間の時点でピークに達した (図 2-1B)．BEAS-2Bと同様に，NHBEs
においても IL-17F刺激により CCL20発現を誘導した (図 2-1C)．IL-17Aは，
IL-17F と比較して CCL20 発現を同様に誘導したが，IL-17E (IL-25) は誘導
しなかった (図 2-1D)． 
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MEK阻害剤と Raf1 kinase阻害剤による IL-17F誘導 CCL20発現の抑制効果 
選択的 MEK 阻害剤 (PD98059，U0126)，Raf1 kinase 阻害剤 (Raf1 
kinase inhibitorⅠ) を 1時間前処理すると，BEAS-2Bにおいて IL-17F誘導
CCL20発現量が有意に減少した．さらに，p38 MAPK 阻害剤 (SB202190)，
JNK阻害剤 (SP600125) による前処理後の IL-17F誘導CCL20発現量は変化
しなかった (図 2-2)．CCL20 発現はより高濃度の PD98059，U0126，Raf1 
kinase inhibitor I によって抑制されたが，PD98059 10μM と Raf1 kinase 
inhibitor I 1nM両方で前処理したところ CCL20産生はさらに抑制された (図
2-2)． 
 
Raf1，Ras dominant negative mutant による IL-17F誘導 CCL20発現の抑制
効果 
BEAS-2Bにおいて Raf-1，Ras dominant negative mutantの過剰発現によ
り IL-17F 誘導 CCL20 発現は有意に抑制された (図 2-3) が，control vector
を移入した細胞は CCL20 産生量に影響しなかった． 
 
MSK1による IL-17F誘導 CCL20発現の抑制効果 
MSK1 が IL-17F 誘導 CCL20 に影響するかどうかを調べるために，MSK-1
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阻害剤の作用を調べた．MSK1 阻害剤 (Ro-31-8220，H89) を前投与すると，
IL-17F誘導 CCL20 発現は有意に抑制された (図 2-4)． 
 
p90RSK siRNA，MSK1 siRNA，CREB siRNAによる IL-17F誘導 CCL20 発
現の抑制効果 
IL-17FによるCCL20発現の誘導におけるp90RSK siRNA，MSK1 siRNA，
CREB siRNA の作用を解析した．p90RSK siRNA，MSK1 siRNA，CREB 
siRNA を移入した BEAS-2B において CCL20 発現は有意に抑制されたが，
wild-type の BEAS-2B と control siRNA を移入した細胞では有意差は見られ



















IL-17F が気道上皮細胞で CCL20 の誘導因子であることを報告した．IL-17F
は IL-17サイトカインファミリーにおいて IL-17Aと高い相同性を示す 14)．本
研究では IL-17A もまた気道上皮細胞において CCL20 を誘導し，これまでの
研究結果と一致した 15)．IL-17F と同様に，IL-17A は p38MAPK，JNK では
なく ERK1/2 を活性化することにより CCL20 を産生し，NF-κB を ERK1/2
の下流で活性化した 15)．これとは対照的に，我々は IL-17Fが気道上皮細胞で










気道好酸球増加，IL-5 と IgE 産生といったアレルギー性気道応答で極めて重
要な役割を果たす 5)．興味深いことに，CCR6は Th17 細胞上で優位に発現し，
CCL20は Th17細胞を遊走させることができる 6)18)．さらに Th17 細胞が喘息
の病態に関係することが報告されているが 19)，どのように Th17 細胞が気道に
遊走するのかはほとんどわかっていない．本研究は，IL-17Fが CCL20/CCR6
を通して気道炎症の場へ Th17細胞を遊走させることができることを示してい
る．IL-17F によって誘導産生された CCL20 が Th17 細胞を気道に遊走させ，
気道に集積した Th17 細胞が IL-17F を産生し，さらに Th17 細胞を遊走させ
るというpositive feedback loopを確立するという可能性がある．その一方で，
Th17 細胞は気道疾患において IL-17F の主要な産生細胞の一つに過ぎないこ
とが報告されている 20)．事実，IL-17F は好塩基球やマスト細胞，単球，メモ
リーCD4+T 細胞，CD8+T 細胞，γδT 細胞，NKT 細胞といった様々な細胞か
ら産生される 12)14)21)22)．これらの IL-17F 産生細胞は気道上皮細胞で CCL20








p38MAPK や JNK ではなく ERK1/2 の活性化に依存していることを示した
9)10)16)23)24)．CCL20発現のシグナルメカニズムは十分に分かっていない．我々
は，Raf1 kinase阻害剤とMEK1/2阻害剤の有意な抑制効果から，IL-17誘導
CCL20 発現が Raf1-MEK1/2-ERK1/2 経路を活性化することを初めて明らか
にした．また，気道上皮細胞における CCL20 発現が ERK1/2，p38MAPK を
介することが報告されている 1)．しかし，本研究では p38MAPK 阻害剤
SB202190 が CCL20 発現に影響しておらず，ERK1/2 が関与していた．これ
は刺激の違いによるものかもしれないが，ERK1/2 は IL-17F誘導 CCL20 にと
って重要なシグ ナル分子 かもし れない ．こうし た 所見 から，
Raf1-MEK1/2-ERK1/2経路は喘息を含む IL-17F関連疾患の治療標的となる可
能性が示唆される．さらに，我々は MSK1-CREB と p90RSK-CREB が
Raf1-MEK1/2-ERK1/2 kinase cascade の下流に存在する IL-17F の重要なシ
グナル経路であることを報告した 25)26)．MSK 阻害剤 Ro-31-8220，H89 と，
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MSK1，p90RSK，CREB の siRNA は有意にその発現を抑制するため，これ









 本研究で IL-17F が気道上皮細胞において CCL20 を誘導する能力があるこ









図 2-1 IL-17Fによる CCL20遺伝子，タンパクの発現 
(A)BEAS-2Bを IL-17Fで 4時間刺激しCCL20遺伝子発現量を real-time PCR
で測定 (n=6)．*P<.05 versus medium control．**P<.05 versus 10 ng/ml of 
IL-17F-stimulated cells．(B) BEAS-2Bを IL-17Fで刺激し CCL20 タンパク
発現を ELISAで測定 (n=6)．*P<.05 versus medium control．**P<.05 versus 
10 ng/ml of IL-17F-stimulated cells．(C) NHBEs における IL-17F による
CCL20タンパク発現 (n=6)．*P<.05 versus medium control．**P<.05 versus 
10 ng/ml of IL-17F-stimulated cells．(D) BEAS-2Bにおける IL-17A，IL-17E，




図 2-2 CCL20発現に対する各種阻害剤の抑制効果 
BEAS-2B を PD98059 (PD)，U0126，Raf1 kinase inhibitor I (Raf I)，
SB202190 (SB)，SP600125 (SP)で 1時間前処理し，IL-17Fで 24時間刺激後
CCL20タンパク量を ELISAで測定(n=6)．∗P < .05 versus IL-17F-stimulated 




図 2-3 Raf1，Ras dominant negative mutant の過剰発現 
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BEAS-2Bにおいて Raf1，Ras dominant-negative mutantsを IL-17Fと共に
24 時間刺激し，上清の CCL20 タンパク量を ELISA で測定 (n=6)．∗P < .05 




図 2-4 CCL20 発現に対する MSK1 阻害剤の抑制効果 
BEAS-2BをMSK1阻害剤 (H89，Ro318220) で 1時間前処理し，IL-17Fで
24時間刺激後上清の CCL20タンパク量を ELISAで測定 (n=6)．∗P < .05 





図 2-5 CCL20発現に対する各種 siRNAの抑制効果 
BEAS-2Bへ p90RSK siRNA，MSK1 siRNA，CREB siRNAを移入し，IL-17F
で 24時間刺激後，上清の CCL20タンパク量を ELISAで測定 (n=6)．∗P < .05 





図 2-6 IL-17Fによる CCL20産生のシグナル経路 
IL-17F刺激により Raf1-MEK-ERK1/2-p90RSK/MSK1-CREBシグナル経路
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第 3章 dsRNAによる気道上皮細胞からの IL-32の発現 
 
1．背景 













 BEAS-2B と NHBEs の 2 種類の細胞を使用した．BEAS-2B は Hanks’ 








50μg/ml の dsRNA，poly I:C (Sigma-Aldrich Japan，Tokyo，Japan) で 1×106 
BEAS-2Bを 4，24，48時間刺激，100ng/mlの TNFα，IL-17A，IL-17F (R&D 
Systems，Tokyo，Japan)，10μg/ml のダニ抽出物 (House Dust Mite (HDM)) 
(COSMO BIO，Tokyo，Japan) で BEAS-2B を 24 時間刺激した．RNeasy 
(Qiagen，Chatsworth，CA) を使用して Total RNAを抽出した．1μgの Total 
RNA から cDNA synthesis kit (TOYOBO，Tokyo，Japan) を使用し cDNA
を合成した．THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)，プライマー，
ABI 7500 Real-Time PCR System SYBR Green PCR kit (Applied Biosystem，
Tokyo，Japan) を使用して real-time PCR を行った．プライマーの配列は以
下の通り． 
IL-32α forward；5’-GACAGTGGCGGCTTATTATGAG-3’ 






はコントロールと比較して fold induction として示した．結果は mean±SEM 
(標準誤差) (n=6) で表記した． 
 
IL-32αタンパク発現解析 
 50μg/ml の dsRNA で BEAS-2B と NHBEs を 4，12，24，48，72 時間刺
激，また 100ng/ml の TNFα，IL-17A，IL-17F，HDM で BEAS-2B を 48 時
間刺激し，培地から細胞上清を回収した．上清中の IL-32αタンパク量はELISA
で測定した．ELISAは 96ウェルプレートを 200ng/ml の anti-human IL-32α 
antibody (R&D Systems) 100μl でプレコートし，1時間ブロッキングした．
コントロールは human recombinant IL-32α protein (R&D Systems) で作成
し，100μlの上清とコントロールを加えて 2時間インキュベートした．0.05％
PBSTで洗浄後，200ng/mlの biotinylated anti-human IL-32α antibody (R&D 
Systems) 100μl を加えて 2時間インキュベートし，Streptavidin-HRP (R&D 
systems) を添加した．PBSTで洗浄後，TMB substrate (KPL, Gaithersburg, 
MD, USA) を加え 30 分インキュベートした．吸光度は 450nm で測定した．
検出感度は 7.8pg/mlであった．結果はmean±SEM (n=6) で表記した． 
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ウェスタンブロッティングによる TAK1と NF-κBの検出 
BEAS-2Bを TAK1阻害剤 5Z-7-Oxozeaenol (Sigma-Aldrich Japan) あるい
は vehicle control (0.1%DMSO) で 3時間前処理し，50μg/ml の dsRNAで刺
激した．総細胞抽出液を調整し，6.5% Tris-glycineゲル (DRC，Tokyo，Japan) 
へ泳動後 polyvinylidene difluoride メンブレン (Bio-Rad，Tokyo，Japan) へ
転写．1時間ブロッキング後，1次抗体 anti-TAK1 Ab，anti-phospho-TAK1 Ab，
anti-phospho-p65 Ab (Cell Signaling Technology，Danvers，MA，USA)，
anti-p65 (Rel A) Ab (Santa Cruz Biotechnology，Santa Cruz，CA，USA)，2
次抗体 anti-Rabbit IgG (Amersham，Amersham，UK) を使用してウェスタ




 BEAS-2Bを TAK1 阻害剤 5Z-7-Oxozeaenol あるいは vehicle control (0.1% 
DMSO) で 3 時間前処理し，dsRNA (50μg/ml) で 48 時間刺激した．上清の






 BEAS-2Bを NF-κB阻害剤 BAY 11-7082 (Calbiochem，Tokyo，Japan) あ
るいは vehicle control (0.1% DMSO) で 1時間前処理し，dsRNA (50μg/ml) で
48 時間刺激した．上清の IL-32α タンパク量は ELISA で測定した．結果は
mean±SEM (標準誤差) (n=6) で表記した． 
 
統計解析 
統計解析は分散分析 (ANOVA) で測定し，結果は mean±SEM で表記した．












BEAS-2B において，dsRNA 刺激により上清の IL-32α タンパクは 48 時間
をピークに有意に上昇した (図 3-2A)．さらに，NHBEsにおいても dsRNA誘
導 IL-32α タンパクは BEAS-2B 同様に有意に上昇していた (図 3-2B)．また， 
TNFα，HDMも IL-32α タンパクを産生したが，IL-17A，IL-17Fは BEAS-2B
において IL-32αタンパクを産生しなかった (図 3-2C)． 
 
dsRNAによる TAK1 リン酸化 
 BEAS-2B において，dsRNA 刺激により TAK1 はすべての時間で同様に検
出された．リン酸化 TAK1 は刺激後 20 分から検出され 60 分をピークとし，
120分で減弱した (図 3-3)． 
 
dsRNA誘導 IL-32α 発現に対する TAK1阻害剤の抑制効果 
TAK1阻害剤 5Z-7-Oxozeaenol (0.1，0.5，1.0μM) で BEAS-2Bを 3時間前
処理したところ，コントロールと比較して dsRNA 誘導 IL-32α 発現は有意に
抑制された (図 3-4)． 
 
dsRNAによる NF-κB (p65) のリン酸化 
BEAS-2Bにおいて，dsRNA刺激により NF-κB (p65) はすべての時間で同
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様に検出されたが，リン酸化 p65は 60～120分をピークとして検出された (図
3-5A)．細胞を TAK1阻害剤 5Z-7-Oxozeaenol (0.1，0.5，1.0 μM) で 3時間前
処理し dsRNAで刺激したところ p65のリン酸化は抑制された (図 3-5B)． 
 
NF-κB阻害剤による dsRNA誘導 IL-32α発現の抑制効果 
BEAS-2Bを NF-κB 阻害剤 BAY 11-7082 (0.5，1.0μM) で 1時間前処理した
ところ，dsRNA誘導 IL-32α発現は有意に抑制されたが， vehicle control (0.1% 




 本研究により，我々は dsRNA が TAK1-NF-κB シグナル経路を通して気道
上皮細胞から IL-32α の発現を誘導することを明らかにした (図 3-7)．呼吸器
ウィルス感染は気道上皮細胞で IL-32α 誘導を通して気道炎症を引き起こす可
能性があると考えられる． 
 TNFα のような炎症性サイトカインからも IL-32 発現が誘導される 5)．今回




膵腺房周囲筋線維芽細胞，腸上皮細胞において TNFα や IFN-γ が IL-32 発現
を誘導し，IL-4，IL-17Aは誘導しないことが報告されている 6)7)8)． 一方，関
節リウマチ患者由来の線維芽細胞様滑膜細胞で IL-17A が IL-32 発現を誘導す
るという報告もある 9)．これらの違いは，使用された細胞種が異なることによ
ると考えられる．さらに，本研究において HDM が IL-32α 遺伝子とタンパク
の発現を誘導できたことを示した．HDM は気道上皮細胞に発現する




もある 13)14)．HDM は，気道上皮細胞において PAR-2 を活性化し，IL-32α の
誘導を通して気道炎症を増悪し持続させるのかもしれない． 




合成され TLR3のリガンドとなる 3)．さらに，Influenza virus A感染はヒト肺





の発現はMyD88に依存した経路と依存しない経路がある 17)．Influenza virus 
Aは A549において COX-2経路を利用して IL-32発現を誘導する 4)．我々の研
究では，dsRNAが TAK1-NF-κBシグナル経路を介することがわかった．この
経路は気道上皮細胞における dsRNA 誘導 IL-32α 発現における中心的なシグ
ナルの一つである可能性が示唆される．我々はまた，TAK1 が IL-32α 発現に
関係する新しいシグナル分子であることを初めて特定した．TAK1 阻害剤は
NF-κB のリン酸化を抑制することから，NF-κBの上流に存在していることが
わかる．さらに，NF-κB 阻害剤は IL-32α 発現を抑制するため，NF-κB のリ
ン酸化は IL-32α 発現に非常に重要である．最近，TAK1 が気道炎症の病態に
重要な役割を持つことが報告された．TAK1は気道平滑筋の増殖を通して気道
リモデリングの進行に寄与する 18)．また，気道平滑筋におけるタバコ煙誘導
IL-8 産生も TAK1 を介することが示唆されている 19)．さらに，最近 TAK1 が
喘息のステロイド抵抗性に関係していると報告された 20)．TAK1 の抑制は
MAPK phosphatase-1 (MKP-1) 活性化制御を通して病原性細菌の存在下でス
テロイドに対する反応を回復させる．しかし，気道上皮細胞における TAK1の












非喫煙者と比較して COPD 患者肺で IL-32 が有意に発現しており，TNFα 発
現量と正の相関を示している 25)．同様に，COPDモデルラットにおいて，IL-32
の免疫反応が主に気道上皮で観察された 26)．興味深いことに，この研究では肺



















図 3-1 dsRNAによる IL-32α遺伝子発現 
(A) BEAS-2Bを dsRNA (50μg/ml)で 4，24，48時間刺激し，IL-32α 遺伝子発
現を real-time PCRで測定した (n=6)．*P < .05 versus medium control．(B) 
BEAS-2Bを dsRNA (50μg/ml)，TNFα，IL-17A，IL-17F (100ng/ml)，HDM 
(10μg/ml)で 24 時間刺激し，IL-32α 遺伝子発現を real-time PCR で測定した 





図 3-2 dsRNAによる IL-32αタンパク発現 
(A) BEAS-2Bを dsRNA (50μg/ml) で 4-72時間刺激し，IL-32αタンパク量を
ELISAで測定した (n=6)．*P < .05 versus medium control．(B) NHBEsを
dsRNA (50μg/ml) で 4-72刺激し，IL-32αタンパク量を ELISAで測定した 
(n=6)．*P < .05 versus medium control．(C) BEAS-2Bを dsRNA (50μg/ml) ，
TNFα，IL-17A，IL-17F (100ng/ml )，HDM (10μg/ml) で刺激し，IL-32αタ





図 3-3 dsRNA刺激による TAK1リン酸化 






図 3-4 IL-32α発現に対する TAK1 阻害剤の抑制効果 
BEAS-2Bは TAK1阻害剤 5Z-7-Oxozeaenol (0.1，0.5，1.0μM) で 3時間前処
理し，dsRNA (50μg/ml)で 48時間刺激した．上清の IL-32αタンパク量を
ELISAで測定した (n=6)．*P < .05 versus dsRNA-stimulated cells in the 






図 3-5 dsRNAによる NF-κBのリン酸化 
(A) dsRNA (50μg/ml)で BEAS-2Bを刺激し各時間で回収した．抗 NF-κB抗体







図 3-6 NF-κB阻害剤による dsRNA誘導 IL-32αの抑制効果 
BEAS-2BをNF-κB阻害剤BAY 11-7082で1時間前処理し， dsRNA (50μg/ml)
で 48時間刺激した後，上清の IL-32αタンパク量を ELISAで測定．*P < .05 




図 3-7 dsRNAによる IL-32α産生のシグナル経路 
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第 4章 総括 
 気道炎症性疾患に関与するサイトカイン IL-17Fの機能解析と，IL-32αの発
現メカニズムに関する研究について報告した． 
 第 2章では，IL-17Fによる気道上皮細胞からの CCL20の産生について検討
した．本研究では，IL-17Fによって CCL20が産生誘導されることを初めて報
告した．また，その発現には Raf1-MEK-ERK1/2-p90RSK/MSK1-CREBを介
することを明らかにした．これにより CCR6を発現する Th17 細胞が気道へと
誘導され，positive feedbackを形成する可能性が示唆された． 
 第 3章では，dsRNAによる気道上皮細胞からの IL-32αの発現について検討







IL-17RA に対する中和抗体 brodalumab は乾癬に対する有効性が確認されて




でのみ臨床的に有意な治療効果を認めた(Busse WW et al. Am J Respir Crit 
Care Med. 2013 ; 188: 1294-302.)．このことから，brodalumab の治療効果が
期待できる集団が存在すると考えられる．また，抗 IL-17A抗体 secukinumab
の喘息に対する臨床試験も進行しており，結果が待たれる． 
気道炎症性疾患の病態解明のためサイトカインの機能解析や発現解析は，治
療薬の開発への発展性につながることから非常に有意義であると考えられる． 
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